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(g) Stabllislerte Zubereltung von Tetrazollumsalzen. 

@ Gegenstand der Erfindung Ist eine neue stabitisierte 
Zubereltung von TetrazoHumsalzen fur anaiytlsche Zwecke 
durch Zusatz von komplexbildenden, in potaren Losungs- 
mitteln losiichen Sauren wie Borsaure oder Hydroxypoly- 
carbonsSuren und anaiytlsche Verfahren unter Verwendung 
dteser Zubereitungen. 
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Stabilisierte Zubereitung von Tetrazoliumsalzen 



Gegenstand der Erfindung ist eine 
Zubereitung von Tetrazoliumsalzen 
Zwecke. 

Tetrazoliumsalze sind in der analytischen Chemie zum 
Nachweis reduzierender Stoffe, insbesondere von NADH 
seit langem bekannt. Die Wasserstof fubertragung wird 
auBer durch Enzyme wie Diaphorase,auch durch 5-Methyl- 
phenazinium-methylsulf at (PMS) oder ahnliche Substanzen 
katalysiert, wobei sich tiefgefarbte Formazane failden, 
dieeinen sehr empf indlichen Nachweis der reduz ierenden 
Substanzen im sichtbaren Licht erlauben* Es sind 
deshalb entsprechende Verfahren entwickelt worden, eine 
Reihe von in der analytischen Chemie wichtigen Substanzen 
uber das als Zwischenprodukt gebildete NADH auf diese 
Art Tiachzuweisen. Nachteilig ist bei dieser 
Reaktion, dafi sich. die Tetrazoliumsalze insbesondere in 
Losung relativ leicht sersetzen und farbige Zersetzungs- 
produkte bilden. Selbst bei Lagerung bei tiefen Tempera- 
turen und AusschlufS von Licht ist deshalb die Stabilitat 
solcher Produkte begrenzt (H.U. Bergmeyer, Grundlagen der 
enzymatischen Analyse, Verlag Chemie, Weinheim 1977, 
Seite 91-95 mit weiteren Nachweisen) . 

Es stellte sich deshalb die Aufgabe, Stabilis ierungs- 
mittel zu finden, die die Empfindlichkeit der Tetra- 
zoliumsalze gegen hohere Temperaturen und Licht ver- 
mindern oder beseitijen, ohne dadurch die 
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Empf indlichkeit der Nachweisreaktion zu beeinf luften. 

Erf indungsgemafS werden stabilisierte Zubereitungen von 
Tetrazoliumsalzen fiir analytische Zxvecke vorgeschlagen, 
die 1 -r 1o Mol einer komplexbildenden, in polaren 
5 Losungsmitteln loslichen Saure pro Mol Tetrazol iumsalz 
enthalten. Weitere Merkmale der Erfindung sind in den 
Patentanspriichen naher gekennzeichnet . 

Die ublicherweise ven>rendeten Tetrazoliumsalze wie 

3- (4' , 5'-dimethyl-thiazolyl-2-)- 2 , 4-diphenyl" 
lo tetrazol iumbromid (MTT) 

2" (p-Iodophenyl)- 3-(p-nitrophenyl) - 5-phenyl-tetra- 
zoliumchlorid (INT) 

, 2 . 2 ' , 5 . 5 • -Tetra- (p-nitrophenyl) -3 . 3 * - (S-dimethoxy- 

4- diphenylen) -ditetrazoliumchlorid (TNBT) 

15 2 . 2 ' -Di Cp-nitrophenyl) -5.5' -diphenyl- 3 , 3 * - C3 . 3 * -dimethoxy - 
4.4' -diphenylen) -ditetrazoliumchlorid (NBT) 

2.2' -p-Diphenylen-3 . 3 ' , 5 . 5 ' -tetraphenyl-ditetra- 
zoliumchlorid (Neotetrazoliumchlorid) (NT) 

2.3. 5-Triphenyl- tetrazol iumchlorid (TT) 

2o werden ublicherweise als Chloride oder Bromide im Handel 
angeboten und wurden als solche in bisherige Teste 
eingesetzt. Eine .Vermutung, dalJ diese Salze in Losung 
teilweise hydrolysieren und die Instabilitat in irgend- 
einer Weise damit zusammenhangt , konnte nicht bestatigt 

25 werden, da ein Zusatz von iiblichen Sauren die Instabilitat 

nicht beseitigt. Obliche starke Sauren wie Toluolsulfo- 

saure, Oxalsaure oder Malonsaure erwiesen sich als wirkungs- 
los. 
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Oberraschenderweise wurde nun gefunden, da/J teil- 
weise weniger saure, aber komplexbildende Sauren ? 
wie Borsaure oder organische Hydroxypolycarbon- 
sauren, beispielsweise Zitronensaure oder Apfel- 
5 saure, einen ganz erheblichen stabilisierenden 

Effekt >sowohl gegen Belastung der Zubereitung durch 
Temperatur, als auch gegen Belichtung,besitzen, 
Losungen einer solchen Zubereitung konnen beispiels- 
weise mehrere Tage bei Raumt emperatur und Tages- 

1o licht aufbewahrt werden ohne sich merklich zu ver- 
andern, d.h- ihre Brauchbarkeit £ur analytische 
Zwecke zu verlieren. Handelsiibliche Zubereitungs- 
formen wie Lyophilisate oder Impragnierungen au£ 
saugfahigen Tragern (Reagenzstreif en) , konnen nach 

15 der erfindungsgemaUen Stabil isierung nach bisherigen 

Befunden mindestens ein Jahr lang bei Raumtemperatur 
ohne merkliche Zersetzung aufbewahrt werden. 

Da die erfindungsgemaS eingesetzten Stabilisierungs- 
mittel die bisher bekannten Testsysteme, in denen 

2o Tetrazoliumsalze als Indikatoren verwendet wurden, 

nicht storen, kann diese Stabilisierung fiir alle be- 
kannten Teste eingesetzt werden. Beispielsweise seien 
der Nachweis von Milchsaure mit Lactatdehydrogenase, 
Alkohol mit Alkoholdehydrogenase , Glyzerin mit Glyzerin- 

25 dehydrogenase, Glukose mit Glukosedehydrogenase, Acet- 
aldehyd mit Acetaldehyddehydrogenase genannt, sowie ' 
weitere Systeme^die sich beispielsweise tiber die Bild- 
ung von und dessen Reaktion mit Alkohol und Katalse 

zu Acetaldehyd an das vorstehende System ankoppeln lassen. 

3o Dariiberhinaus konnen natiirlich auch starke Reduktions- 
mittel wie beispielsweise Ascorbinsaure 
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direkt Tetrazoliumsalze zum Formazan reduzieren. 

Die erfindungsgemaBen Zubereitungen werden dem 

Testsystem iiblicherweise als Losung zugesetzt, fiir 

die langere Lagerung empfiehlt es sich, sie in 

fester Form, beispielsweise als Lyophilisate, Pulver, 

Tabletten oder impragniert auf saugfahige Trager, 

zu verwenden. Solche saugfahigen Trager kbnnen gleich- 

zeitig an einem kurzen Handgriff befestigt sein, 

so dafi man sie als Mischstabchen gemafi DE-OS 25 o1 999 

verwenden kann. 

In den folgenden Beispielen sollen einige Amvendungs- 
formen der erfindungsgemaBen Zubereitung beschrieben 
sein, ohne das dadurch die Erfindung in irgendeiner 
Weise begrenzt ist. 
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Beispiel 1 



Reagenzpapier mit 3 (4, 5-Dimethylthia2olyl-2-) -2,4- 
. diphenyl-tetrazoliumbropiid CMTTl . 

Filterpapier (Schleicher u. Schull Nr, 598) wird mit 
emer Losung folgender Zusammenset zung impragniert 
und getrocknet. 

MTT o,25 Mol 

Citronensaure o,5o Mol 
Methanol ad looo ml 

Jo Es wird ein citronengelbes Material erhalten, das bei 

Elution in Wasser eine hellgelbe Losung mit einm pH von 
2,2 ergibt und welches vor Licht geschutzt mindestens 
1 Jahr bei Raumtemperatur stabil ist. 

Vergleicht man in analoger Weise hergestellte ^eagenz- 
15 papieTe,die andere Sauren im gleichen molaren Verhaltnis 
an Stelle von Citronensaure enthalten durch Vermessen 
an einem Remissions-Spektralphotometer (Zeiss DMR 21) 
zwischen 4oo - 7oo nm, so ist mit zunehmender Belastungs- 
dauer eine mehr oder weniger ausgepragte Verfarbung 
2o im Bereich 56o - 58o nm zu beobachten, die in nach- 

stehender Tabelle aufgezeigt ist, Djas Zersetzungs- 
produkt ist uberwiegend Formazan. 
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Saure-Variante 


pH nach 


°6 Remission 


bei 


578 nm 






(1 Mol SSure auf 


Eluieren in 


unbelastet 


12 Woe 


hen 


36 Wochen 


0,5 Mol MTT) 


Wasser . 




bei 25 




bei 25 C 


ohne Saure 


5,5 


62 


6o 




42 


Weinsaure 


2,1 


95 


8o 




52 


SalicylsSure 


2,2 


67 


64 




55 


Oxal saure 


1,5 


85 


78 




4o 


Borsaure 


4,5 


93 


91 




8o 


Citronensaure 


2, 2 


93 


9o 




83 



Lactatdehydrogenase (LDH) - Farbtest mit MTT/Diaphorase 



B±n Reagenzstreifen von 6 mm Breite und ca. 75 mm Lange, 
an welchem am unteren Ende 3 voneinander getrennte Be- 
zirlce der Flache 6 x 6 mm befestigt sind und wovon der 
eine 1,3 mg MTT zusammen mit 1,3 mg -Citronensaure, im- 
pragniert auf Filterpapier (3455, Schleicher u. Schull) 
aus methanolischer Losung, der andere 4,8 mg NAD, im- 
pragniert auf das Polyamid/Cellulose-Vlies (VS 552, 
Binzer) aus wassriger Losung und ein dritter o,3 Ein- 
hei^ten Diaphorase, impragniert auf VS 532 aus o,o5 molarem 
Trrs-Citratpuffer, pH 7 enthalt, wird in 2 ml einer 
o,1 molaren Tris/HCl-Puf f er-L6sung pH 8,o, die o,5l 
Detergenz und 4o mmol/1 Lactat enthalt, eluiert. 



3NSOCX;iO:<EP 00&ii6e9A; I > 



005^689 



- 7 - 

Es entsteht eine Reagenzlosung folgender Zusammensetzung : 

0,1 mol/1 
0,5^0 

o,o4 mol/1 
1 ,5 mmol/l 
1 , 5 mmol/l 
13o U/1 
6,0 mmo.1/1 

Zu 2 ml dieser. Losung wird o,o2 ml Serum zupipettiert , 
gut gemischt und das Gemisch. 3 Minuten bei Raum- 
temperatur stehen gelassen. 

Die LDH-Enzymreaktion wird dann durch kdntinuierliche 
Registrierung oder Extinktionsablesungen nach be- 
stimmten Zeitintervallen (z.B. alle 6o sec.) gemessen. 



Tris/HCl-Puffer 
Detergenz 
Lactat 
NAD 
, MTT 

Diaphorase 
Citrat 



Ein Jahr bei Raumtemperatur unter Licht- und Feuchtig- 
keitsausschluB gelagerte Reagenzstreifen, zeigten mit 
frisch hergestellten Reagenzstreifen identische Er- 
gebnisse. Die Analyse der Inhaltsstoffe ergab folgende 
Werte,bezogen au£ 1 Reagenzstreifen* 

Inhaltsstoff unbelastet 6 Monate bei 25°C 12 Monate bei 25^ 

NAD 4,8 mg 4,6 mg 4,o mg 

Diaphorase o,5 U o,21 U o,18 U 

^T^T 1 ,3 mg 1 ,3 mg 1 ,2 mg 

Formazan o,o o,o o,o 
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Ein bis auf den Zusatz von Citratpuffer und Citronen- 
saure identisch hergestellter Reagenzstreif en, zeigt 
folgende Analysenwerte . Bereits bei unbelasteten 
Papieren stort das aus MTT gebildete Formazan die 
Messung. Nach Belastung ist eine Messung nicht mehr 
moglich 

Inhaltsstoff unbelastet 6 Monate bei 25°C 



NAD 4,8 mg 4,6 mg 

Diaphorase o,3 U o,21 U 

MIT 1,2 1,0 

Formazan o,1 o,3 
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Patentanspruche 



Stabilisierte Zubereitungen von Tetrazol iumsalzen 
fur analytische Zwecke, dadurch gekennzeichnet , dafS 
siej - 1o, vorzugsweise 1 - 2 Mol einer komplex- 
bildenden, in polaren Losungsmitteln, loslichen 
Saure pro Mol Tetrazoliumsalz enthalten. 

Zubereitungen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
da/J die Saure Borsaure oder eine organische Hydroxy- 
polycarbonsaure ist. 

Zubereitungen nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Saure Zitronensaure ist. 

Zubereitungen nach Anspruch 1-3, dadurch gekennzeichnet 
daB das Tetrazoliumsalz MTT, INT oder NBT ist. 

Zubereitungen nach Anspruch 1 -4, dadurch gekennzeichnet, 
dalJ die Zubereitung als Losung, Lyophilisat, oder 
Impragnierung auf einem saugfahigen Trager vorliegt. 

Verfahren zum Nachweis von reduzierenden Stoffen, 
mittels Tetrazoliumsalzen und gegebenenf alls liblichen 
Aktivatoren wie Diaphorase oder PMS, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafJ man dem Testansatz eine stabilisierte 
Zubereitung gema/X Anspruch 1 - S'zufiigt. 

Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB 
man die stabilisierte Zubereitung des Tetrazoliumsalzes 
zu einer auf Reaktionsbedingungen gepufferten Losung 
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der ubrigen Reagenzien zufugt und anschliefXend 
die Probe zusetst und die Farbver anderung iniSt. 

Verwendung von Zubereitungen nach Anspruch 1-5, 
zum Nachweis von NADH, NADH-bildenden Systemen 
Oder Ascorbinsaure . 
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